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Abstract: Shigatoxin-bildende E. coli (STEC) gehören neben Campylobacter und Salmonellen zu den
wichtigsten Erregern von Lebensmittelinfektionen. Unter den assoziierten Lebensmitteln finden sich auch
gesäuerte oder fermentierte Produkte, was auf eine mögliche erhöhte Säureresistenz von STEC hinweist.
In der vorliegenden Arbeit wurde an vier darmpathogenen E. coli-Stämmen (STEC O157:H7, STEC
O26:H11, STEC O159:H-, EPEC O157:H45) sowie einem Kontrollstamm (E. coli K12) das Wachstums-
und Reduktionsverhalten unter Säurestress (Salz-, Essig-, Milchsäure) untersucht. In den Wachstumsver-
suchen zeigte der O157:H45-Stamm bei Salzsäure- und Essigsäurezusatz sowie der O157:H7-Stamm bei
Salzsäurezusatz eine erhöhte Säuretoleranz, während die übrigen Stämme keine Unterschiede aufwiesen.
In den Reduktionsversuchen lagen deutliche Unterschiede zwischen Stämmen in der stationären und der
logarithmischen Wachstumsphase vor. Im Vergleich der drei Säuren erwies sich der Zusatz von Essigsäure
als am effektivsten für eine Wachstumshemmung und eine Keimzahlreduktion. Zudem zeigte der Vergle-
ich des Reduktionsverhaltens von säureadaptierten und nicht adaptierten STEC O157:H7, STEC O159:H-
und E. coli K12 eine erhöhte Säureresistenz der mit Salzsäure adaptierten Stämme, während dies nach
Adaptation mit Milchsäure nicht der Fall war. Die Adaptation mit Essigsäure führte nur bei STEC
O159:H- und E. coli K12 zu einer erhöhten Säureresistenz. Bei der ”stress response” von enteropatho-
genen E. coli auf Säurestress scheinen daher grosse Stammunterschiede zu bestehen, die vor allem von
der verwendeten Säure und weniger vom Serotyp oder dem Muster an Virulenzfaktoren der Stämme
abhängen.
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Zusammenfassung  1 
1 Zusammenfassung 
Shigatoxin-bildende E. coli (STEC) gehören neben Campylobacter und Salmonellen zu den 
wichtigsten Erregern von Lebensmittelinfektionen. Unter den erkrankungsassoziierten 
Lebensmitteln finden sich auch gesäuerte oder fermentierte Produkte, was auf eine mögliche 
erhöhte Säureresistenz von STEC hinweist. In der vorliegenden Arbeit wurde an vier 
darmpathogenen E. coli-Stämmen (STEC O157:H7, STEC O26:H11, STEC O159:H-, EPEC 
O157:H45) sowie einem Kontrollstamm (E. coli K12) das Wachstums- und Reduktionsverhalten 
unter Säurestress (Salz-, Essig-, Milchsäure) untersucht.  
In den Wachstumsversuchen zeigten der O157:H45-Stamm bei Salzsäure und Essigsäure-Zusatz 
und der O157:H7-Stamm bei Salzsäure-Zusatz eine erhöhte Säuretoleranz, während die übrigen 
Stämme keine Unterschiede aufwiesen. In den Reduktionsversuchen lagen deutliche Unterschiede 
zwischen Stämmen der stationären und der logarithmischen Wachstumsphase vor. Auffällig waren 
die Unterschiede in der Koloniegrösse nach extremem Säurestress (pH 2.5-3.5). Im Vergleich der 
drei Säuren erwies sich der Zusatz von Essigsäure als am effektivsten für eine Wachstumshemmung 
und eine Keimzahlreduktion, gefolgt von Milch- und Salzsäure. Zudem zeigte der Vergleich des 
Reduktionsverhaltens von säureadaptierten und nicht adaptierten E. coli O157:H7, E. coli O159:H- 
und E. coli K12 eine erhöhte Säureresistenz der mit Salzsäure adaptierten Stämme, während dies 
nach Adaptation mit Milchsäure nicht der Fall war. Die Adaptation mit Essigsäure führte nur bei 
gewissen Stämmen zu einer erhöhten Säureresistenz. Bei der "stress response" von 
enteropathogenen E. coli auf Säurestress scheinen daher grosse Stammunterschiede zu bestehen, die 
vor allem von der verwendeten Säure und weniger vom Serotyp oder dem Muster an 
Virulenzfaktoren der Stämme abhängen. 
2  Zusammenfassung 
Summary 
Shiga toxin-producing E. coli (STEC) are a major cause of foodborne diseases in humans. STEC 
infections have also been associated with acidified or fermented products. This fact may indicate an 
increased acid resistance of STEC. In addition, it has been shown that exposition to acidified foods 
can further improve the acid resistance of STEC. In the present study, four pathogenic E. coli 
strains (STEC O157:H7, STEC O26:H11, STEC O159:H-, EPEC O157:H45) and one control strain 
(E. coli K12) were examined for growth and persistence under hydrochloric, acetic and lactic acid 
stress. 
In the growth experiments, the O157:H45 strain (hydrochloric and acetic acid) and the O157:H7 
strain (acetic acid) showed improved acid resistance, whereas no differences were evident for the 
other strains. In the survival experiments, significant differences were found between strains in the 
stationary and logarithmic growth phase. Striking was the difference in the colony size after acid 
stress (pH 2.5-3.5). Thereby, the colony size of E. coli O157:H7/H45 was least affected. By 
comparison of the three acids, acetic acid proved to be most effective for growth inhibition and 
inactivation of the different strains, followed by lactic acid and hydrochloric acid. The comparison 
of acid adapted and non adapted E. coli O157:H7, E. coli O159:H- and E. coli K12 showed that 
strains adapted with hydrochloric acid exhibited improved acid resistance, but this effect was not 
confirmed after lactic acid adaptation. The adaptation with acetic acid improved the acid resistance 
of E. coli O159:H- and E. coli K12, whereas that of E. coli O157:H7 was not affected. 
Consequently, remarkable strain-to-strain variation in the acid stress response of "enteropathogenic" 
E. coli was evident. This variation was rather influenced by the acid applied than by the serotype or 
the pattern of virulence factors of the strains. 
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2 Einleitung 
Beim Menschen gehören Shigatoxin-bildende Escherichia coli (STEC) weltweit neben Salmonella 
spp., Yersinia spp. und Campylobacter spp. zu den wichtigsten Erregern von so genannten 
"foodborne diseases".  
Neben Hackfleischprodukten, im speziellen Hamburgern, und Rohmilch, die als 
Hauptinfektionsquelle für STEC-Infektionen des Menschen gelten, werden in der Literatur häufiger 
auch Krankheitsausbrüche, die mit dem Verzehr von kurzgereiften Rohwürsten, Joghurt, Apfelsaft 
und Wasser assoziiert sind, beschrieben. Dies erstaunt, da sich unter diesen Produkten nicht nur 
rohe bzw. nicht durcherhitzte Lebensmittel befinden, sondern auch gesäuerte und fermentierte 
Lebensmittel mit einem tiefen pH-Wert. Dies weist auf eine mögliche erhöhte Säureresistenz von 
STEC hin. In der Tat wurde in verschiedenen Literaturarbeiten die Persistenz von STEC, 
insbesondere von solchen des Serotyps O157:H7, beschrieben. Zudem wurde gezeigt, dass bei E. 
coli O157:H7-Stämmen durch Exposition in angesäuerten Lebensmitteln oder durch 
Präkonditionierung in angesäuerten Labormedien eine vermehrte Säuretoleranz induziert werden 
kann ("Adaptation"). Die "stress response"-Mechanismen, die bei STEC-Stämmen diese 
Säuretoleranz bewirken, sind jedoch bis anhin nur ungenügend bekannt. Zudem scheinen 
möglicherweise Stammunterschiede in Bezug auf die Säureresistenz wichtiger zu sein, als die 
Zugehörigkeit von Stämmen zu einem bestimmten Serovar oder zu Stämmen mit einem bestimmten 
Muster an Virulenzfaktoren.  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden an vier darmpathogenen E. coli-Stämmen (STEC 
O157:H7, STEC O26:H11, STEC O159:H-, EPEC O157:H45) sowie einem Laborkontrollstamm 
(E. coli K12) Untersuchungen zum Wachstums- und Reduktionsverhalten dieser Stämme unter 
Säurestress (Salzsäure, Essigsäure, Milchsäure) durchgeführt. Diese Untersuchungen sollen auf der 
einen Seite weitere Daten für "predicitve microbiology"-Modelle liefern. Auf der anderen Seite 
bilden sie die Grundlage für eine weiterführende Arbeit, im Rahmen derer basierend auf den Daten 
dieser Arbeit zwei Stämme ausgewählt werden, bei denen über eine Transposon-Library die 
Mechanismen der Säureresistenz weitergehend beschrieben werden sollen. 
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3 Literaturübersicht 
3.1 Shigatoxin-bildende Escherichia coli - Übersicht 
Escherichia (E.) coli gehört zu den mehr als einhundert Bakterienarten, aus denen sich die normale 
Darmflora von gesunden Menschen und Tieren zusammensetzt. Während die meisten E. coli-
Stämme apathogen sind, können bestimmte Stammvarianten intestinale oder extraintestinale 
Krankheiten auslösen. Anhand ihrer Pathogenitätsmerkmale werden darmpathogene E. coli in neun 
verschiedene Gruppen eingeteilt (Tabelle 1).  
 
Tabelle 1: Einteilung darmpathogener E. coli (Nataro und Kaper 1998) 
 
Gruppe Hauptvirulenzfaktoren Erkrankungen 
Enterotoxigene E. coli (ETEC) Adhäsionsfaktoren, Enterotoxine Reisediarrhoe 
Enteroinvasive E. coli (EIEC) Zellinvasionsfähigkeit Dysenterie 
Enteropathogene E. coli (EPEC) Adhäsionsfaktoren Säuglingsdiarrhoe 
Attaching and effacing E. coli (AEEC) Adhäsionsfaktoren Diarrhoe 
Shigatoxin-bildende E. coli (STEC) Shigatoxine, Adhäsionsfaktoren 
Enterohämolysin 
Diarrhoe, HC, HUS, TTP 
Diffus-adhäsive E. coli (DAEC) 
Enteroaggregative E. coli (EAEC) 
Adhäsionsfaktoren Diarrhoe 
Cytolethal-Distending-Toxin-bildende 
E. coli (EDTEC) 
Toxinbildung Diarrhoe 
Nekrotoxische E. coli (NTEC) Zytonekrosefaktor Diarrhoe 
 
Unter diesen darmpathogenen E. coli-Stämmen besitzen die Shigatoxin-bildenden aus 
lebensmittelhygienischer Sicht eine spezielle Bedeutung. Shigatoxin-bildende E. coli (STEC; in der 
Literatur auch als Verotoxin-bildende E. coli (VTEC) bezeichnet) wurden 1982 erstmals als 
"emerging foodborne pathogen" beschrieben (Riley et al. 1983). Sowohl aus Stuhlproben der 
damals erkrankten Patienten als auch aus nicht ausreichend erhitzten Hamburgern konnten E. coli 
O157:H7 isoliert werden. Die Erkrankung wurde in der Folge auch als "hamburger disease" 
bezeichnet. Seither traten auch in vielen anderen Ländern wie beispielsweise Kanada, 
Grossbritannien, Frankreich, Italien und Deutschland Lebensmittel-bedingte STEC-Infektionen als 
Massenausbrüche oder als sporadische Einzelerkrankungen auf (MacDonald et al. 1996, Mead et al. 
1997, Slutsker et al. 1997). Der bisher weltweit grösste Krankheitsausbruch wurde 1996/1997 aus 
Japan mit über 10'000 Erkrankten gemeldet (Yukioka und Kurita 1997, Michino et al. 1999). 
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Aufgrund von Multilocus-Sequenzanalysen wurden E. coli O157-Stämme zusammen mit EPEC der 
Serogruppe O55 einem gemeinsamen Cluster zugeordnet (Whittam und Wilson 1988, Feng et al. 
1998). Zur Entstehung pathogener STEC-Stämme werden Mechanismen des horizontalen 
Gentransfers diskutiert, da viele der bekannten Virulenzfaktoren auf genetisch mobilen Elementen 
wie Phagen (die Shigatoxine), einer so genannten Pathogenitätsinsel oder Plasmiden codiert sind 
(Perna et al. 1998, Boerlin et al. 1999). 
STEC-Infektionen können beim Menschen zu Gastroenteritis mit Diarrhöe und in schweren Fällen 
zu "Hämorrhagischer Colitis" (HC) führen. Zudem kann als lebensbedrohliche Komplikation ein 
"Hämolytisch-Urämisches Syndrom" (HUS) auftreten (Karmali 1989, Karch et al. 2005, Tarr et al. 
2005). Pathogene STEC-Stämme gehören zu einer grossen, stetig wachsenden Zahl von O:H-
Serotypen. Die meisten Ausbrüche und sporadische Fälle von HC und HUS werden, insbesondere 
in den USA, Kanada und Japan, mit dem Serotyp O157:H7 assoziiert (Johnson et al. 2006). 
Allerdings sind auch, insbesondere in Europa, non-O157 STEC für schwerwiegende humane 
Erkrankungen verantwortlich (Johnson et al. 1996, Tarr und Neill 1996, Beutin et al. 1998, Nataro 
und Kaper 1998, Eklund et al. 2001, Beutin et al. 2004). Als Beispiele seien Stämme der Serotypen 
O26:H11/H-, O91:H21/H-, O103:H2, O111:H-, O113:H21, O117:H7, O118:H16, O121:H19, 
O128:H2/H-, O145:H28/H- oder auch O146:H21 genannt. Die Übertragung von STEC auf den 
Menschen erfolgt hauptsächlich über fäkal kontaminierte Lebensmittel. Ebenfalls von Bedeutung 
sind Schmierinfektionen (Mensch-Mensch respektive Tier-Mensch) sowie Infektionen über 
Schwimmbad- und Trinkwasser (Werber et al. 2007).  
 
3.2 STEC-Situation in der Europäischen Union (EU) 
Im europäischen Raum wurden im Jahre 2006 insgesamt 4'916 humane STEC-Infektionen 
verzeichnet. Dies entspricht einer Inzidenz von 1.1 pro 100'000 Einwohnern (EFSA 2007). Die 
gemeldeten Fälle stammten aus 22 EU-Staaten, wobei mit 82% diejenigen aus England, 
Deutschland und Tschechien den Hauptteil ausmachten. Über die Hälfte dieser Infektionen wurde 
bei Kindern unter fünf Jahren diagnostiziert. Bei den 4'916 Erkrankungsfällen wurden gehäuft die 
Serogruppen O157 (33.7%) und O26 (11.8%) gefunden. Das Auftreten von HUS als 
lebensbedrohliche Komplikation einer STEC-Infektion wurde dabei bei 126 Fällen verzeichnet, 
wobei wiederum Kinder unter fünf Jahren am häufigsten betroffen waren. Insgesamt wird die wahre 
Bedeutung von STEC-Infektionen in Europa und auch weltweit vermutlich unterschätzt, da viele 
Laboratorien keine routinemässigen Untersuchungen auf STEC durchführen. 
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Die Untersuchung von Lebensmitteln im Rahmen von Monitoring-Programmen auf STEC in 
verschiedenen europäischen Ländern ergab überwiegend geringe Nachweisraten (EFSA 2007). 
Dabei lag der Anteil positiver Proben für Rindfleisch durchschnittlich bei 1.4% (0-7.2%), für 
Schaffleisch bei 1.8% (0.7-11.1%), für Schweinefleisch bei 0.8%, für Rohmilch von Kühen bei 
0.7% und für Rohmilchkäse bei 1.1% (0-16.2%). Bei der Untersuchung von Fruchtsaft, Gemüse, 
Eiern und Fischereiprodukten lagen lediglich bei letzteren positive Proben vor. 
Zudem liegen von 14 EU-Mitgliedstaaten für das Jahr 2006 Daten zum Vorkommen von STEC bei 
Tieren (Rinder, Schweine, Geflügel, Ziegen, Schafe, Kaninchen, Hunde, Katzen) vor (EFSA 2007). 
STEC gehören zu den latenten Zoonose-Erregern, wobei gesunde Tiere als Reservoir dienen. Wenn 
sich auch weltweit Wiederkäuer als wichtigstes Reservoir erwiesen haben, wurden STEC in den 
letzten Jahren von verschiedenen Haus- und Wildtieren isoliert. Im Rahmen von Monitoring-
Programmen wurden in der EU STEC am häufigsten bei Tieren der Rindergattung nachgewiesen 
(EFSA 2007). Dabei lag die Nachweisrate durchschnittlich bei 1.8% und schwankte zwischen den 
Mitgliedstaaten von 0 bis 13.7%. Von diesen 1.8% entfielen 0.4% auf die Serogruppe O157. Im 
Vergleich zu den Rindern lagen bei Schweinen, Ziegen und Schafen geringere Nachweisraten vor 
und bei Geflügel, Hunden und Katzen wurden keine STEC gefunden. 
 
3.3 Säureresistenz von STEC 
3.3.1 Bedeutung aus lebensmittelhygienischer Sicht 
Eine bedeutende Eigenschaft von STEC ist ihre Säureresistenz (Conner und Kotrola 1995, 
Brudzinski und Harrison 1998, Diez-Gonzales und Russel 1999), die eine unbeschädigte Passage 
durch den sauren Mageninhalt ermöglicht (Roering et al. 1999, Naim et al. 2004, Tamplin 2005, 
Bergholz und Whittam 2007). Beispielsweise wurde gezeigt, dass viele STEC-Stämme einen pH-
Wert von <2.5 über 2 h überleben (Benjamin und Datta 1996, Waterman und Small 1996). In der 
Studie von Roering et al. (1999) nahm die Keimzahl von E. coli O157:H7 in simuliertem Magensaft 
(pH 1.5) innerhalb von 2 h um 1.6 bis 2.8 log10-Stufen ab, während Salmonella Typhimurium und 
Listeria (L.) monocytogenes nach 5 bis 30 min um >5.5 log10-Stufen reduziert wurden. Diese 
Säureresistenz von STEC scheint auch ein wichtiger Grund für die niedrige minimale 
Infektionsdosis zu sein (Lin et al. 1995). Vermutlich reichen bereits 10 bis 100 Bakterien für das 
Angehen einer STEC-Infektion aus (Griffin und Tauxe 1991, Tuttle et al. 1999, Chart 2000, Teunis 
et al. 2004). 
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Diese Säuretoleranz ermöglicht es STEC, im Gegensatz zu anderen Lebensmittel-
Infektionserregern, auch in sauren Lebensmitteln wie Apfelsaft, fermentierten Rohwürsten, 
Mayonnaise oder Sauermilcherzeugnissen zu überleben (Glass et al. 1992, Abdul-Raouf et al. 1993, 
Zhao et al. 1993, Miller und Kaspar 1994, Weagant et al. 1994, Zhao und Doyle 1994, Pozzi et al. 
1996, Semanchek und Golden 1996, Calicioglu et al. 1997, Massa et al. 1997, Dineen et al. 1998, 
Getty et al. 2000, Riordan et al. 2000, Montet et al. 2009). Zu beachten ist zudem, dass durch den 
Einfluss eines tiefen pH-Werts eines Milieus, beispielsweise einem angesäuerten Lebensmittel, eine 
Säuretoleranz induziert werden kann (Goodson und Rowbury 1989, Leyer et al. 1995, Edelson 
1996, Tsai und Ingham 1997, Abee und Wouters 1999, Jordan et al. 1999, Ryu et al. 1999, Berry 
und Cutter 2000, Samelis et al. 2005, Stopforth et al. 2007). Dies wurde auch für E. coli O157:H7 in 
angesäuerten Lebensmitteln nachgewiesen (Leyer et al. 1995, Edelson 1996, Ryu und Beuchat 
1999). Eine solche Adaptation wird als "Acid Tolerance Response" (ATR) bezeichnet. Ein 
möglicher Erklärungsansatz für diese Adaptation liegt in einer veränderten Membranlipid-
Zusammensetzung bei adaptierten Stämmen (Brown et al. 1997, Chang und Cronan 1999, Yuk und 
Marshall 2004, Yuk und Marshall 2005). 
Saure Lebensmittel sind denn auch in der Vergangenheit wiederholt im Zusammenhang mit STEC-
assoziierten Erkrankungsfällen und Ausbrüchen, insbesondere solchen durch E. coli O157:H7, 
beschrieben worden (Tabelle 2). Involvierte Lebensmittel umfassten beispielsweise Apfelsaft 
(Steele et al. 1982, Besser et al. 1993, CDC 1996, CDC 1997, Cody et al. 1999, Tamblyn et al. 
1999, Hilborn et al. 2000), Joghurt (Morgan et al. 1993) oder fermentierte Rohwürste wie Salami 
(CDC 1995, Paton et al. 1996; Tilden et al. 1996, Ammon et al. 1999, Williams et al. 2000, 
MacDonald et al. 2004, Sartz et al. 2008, Schimmer et al. 2008, Ethelberg et al. 2009).  
 
Tabelle 2: Auswahl von STEC O157:H7-Ausbrüchen in Assoziation mit sauren Lebensmitteln 
 
Jahr Ort Lebensmittel Humane Krankheitsfälle Literatur 
1991 USA (Massachusetts) Unpast. Apfelwein  18  Besser et al. 1993 
1996 USA (Kalifornien, Colorado, 
Washington), Kanada (BC) 
Unpast. Apfelsaft  70 (14 HUS, 1 Todesfall) Cody et al. 1999 
1996 USA (Connecticut, New York) Unpast. Apfelwein 67 (1 Todesfall) CDC 1996 
1996 USA (Connecticut) Unpast. Apfelwein  14 Hilborn et al. 2000 
1997 USA (Kalifornien, Colorado, 
Washington), Kanada (BC) 
Unpast. Apfelsaft  28 (12 HUS) CDC 1997 
1998 Kanada (Ontario) Salami 39  Williams et al. 2000 
1998 Kanada (Ontario) Unpast. Apfelwein  11 Tamblyn et al. 1999 
1999 Kanada (BC) Salami  143 MacDonald et al. 2004 
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3.3.2 Untersuchungen zur Säureresistenz von STEC in sauren Lebensmitteln 
Im Folgenden sind die Ergebnisse von ausgewählten Untersuchungen zum Wachstums- und 
Reduktionsverhalten von STEC, insbesondere E. coli O157:H7, in sauren Lebensmitteln 
zusammengefasst. Als saure, respektive gesäuerte Lebensmittel gelten gemäss "U.S. Code of 
Federal Regulations (21 CFR part 114)" Lebensmittel mit einem pH-Wert von <4.6. 
3.3.2.1 Fruchtsäfte 
In Apfelsaft wuchsen E. coli O157:H7 gemäss Koodie und Dhople (2001) bis zu einem pH-Wert 
von 2.0, während dies für E. coli-Kontrollstämme lediglich bis zu einem pH-Wert von 4.0 der Fall 
war. In einer Studie, die mit einer hohen Ausgangskeimzahl arbeitete, überlebte E. coli O157:H7 in 
Apfelsaft (pH 3.6-4.0) bei 8°C für 31 Tage (Zhao et al. 1993). Ebenso überlebten E. coli O157:H7 
in Modell-Apfelsaft (pH 3.5 bis 4.5) während 10 Tagen, während L. monocytogenes nach dieser 
Zeit nicht mehr nachzuweisen waren (Moon et al. 2006a). In einer Studie von Oyarzabal et al. 
(2003) wurden in Apfel-, Orangen-, Ananas- und Grapefruitsaftkonzentrat sowie Bananenpüree 
inokulierte E. coli O157:H7 selbst nach 12-wöchiger Lagerung bei -23°C noch gefunden. 
Andererseits wurde durch den Zusatz von Vanillin(säure) das Überleben von E. coli O157:H7 in 
Apfelsaft reduziert, wenn auch die Zugabe grösserer Mengen zu unerwünschten sensorischen 
Veränderungen führte (Moon et al. 2006a, 2006b). 
Zudem wurde der Einfluss der Lagertemperatur auf das Wachstums- und Reduktionsverhalten von 
E. coli O157:H7 in Fruchtsäften untersucht. In Ananassaft (pH 3.8) wurde nach einer Lagerung von 
fünf Tagen bei Raumtemperatur eine Keimzahlreduktion festgestellt, während eine solche bei einer 
Lagertemperatur von 4°C nicht vorlag (Mutaku et al. 2005). Andererseits wurde in schwach sauren 
Säften, wie Papaya- oder Avocadosaft (pH 6.1), Wachstum von E. coli O157:H7 beobachtet 
(Mutaku et al. 2005). Ebenso wurden E. coli O157:H7 in Erdbeersaft bei einem pH-Wert von 3.6 
während einer Lagerung von drei Tagen bei 4°C nicht inaktiviert, während bei 37°C (pH 3.6) eine 
Inaktivierung erfolgte (Han und Linton 2004). 
In verschiedenen Studien wurde das Wachstums- und Reduktionsverhalten von säureadaptierten E. 
coli O157:H7 in Fruchtsäften untersucht. Beispielsweise überlebten für 4 h in Trypticase Soy 
Broth (TSB, pH 5.0) adaptierte E. coli O157:H7 in Spargelsaft (pH 3.6) länger als unadaptierte 
Stämme, insbesondere falls die Lagerung bei tiefen Temperaturen erfolgte (Hsin-Yi und Chou 
2001). Allerdings liessen sich diese Ergebnisse für fermentierte Milchprodukte (Yakult, pH 3.6; 
Low-Fat-Joghurt, pH 3.9) nach Lagerung bei 7°C nicht bestätigen (Hsin-Yi und Chou 2001). 
Interessanterweise konnten Sharma et al. (2005) bei säureadaptierten E. coli O157:H7 und 
Salmonellen, nicht jedoch bei L. monocytogenes, in Glucose-supplementiertem Melonensaft eine 
erhöhte Hitzeresistenz nachweisen. 
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3.3.2.2 Fermentierte Rohwürste 
Glass et al. (1992) zeigten in einem Challenge-Versuch, dass E. coli O157:H7 die 
Fermentationsprozesse (pH 4.5) sowie die Lagerung bei der Rohwurstherstellung überleben können. 
Im Unterschied zu streichfähigen Produkten wurde bei schnittfesten Rohwürsten durch die gezielte 
Wahl der Reife- und Lagerparameter eine Reduktion von E. coli O157:H7 um eine bis fünf log10-
Stufen festgestellt (Glass et al. 1992, Pozzi et al. 1996, Faith et al. 1998). Dafür ist in solchen 
Produkten dann aber nicht der pH-Wert (Sharma et al. 2004), sondern der tiefe aw-Wert 
verantwortlich (Pozzi et al. 1996). 
3.3.2.3 Fermentierte Milchprodukte 
Untersuchungen zur Persistenz von E. coli O157:H7 in fermentierten Milchprodukten zeigten, dass 
inokulierte E. coli O157:H7 in Joghurt (pH 4.0) für 12 Tage, in Sauerrahm (pH 4.3) für 28 Tage und 
in Buttermilch (pH 4.1) für 35 Tage überlebten (Dineen et al. 1998). Dabei wurde festgestellt, dass 
die Persistenz durch die Zusammensetzung der Starterkulturen beeinflusst wird. Zudem überlebten 
rpoS-Deletionsmutanten im Vergleich zu den Wildtypen in den untersuchten Milchprodukten 
deutlich weniger lang (Dineen et al. 1998). Andererseits ergab der Vergleich von traditionellem 
Joghurt und "Bifido-Joghurt" nach einer Lagerung von sieben Tagen bei 4°C keine deutlichen 
Unterschiede in der Keimzahl von E. coli O157:H7 (Massa et al. 1997). Bei beiden Produkten lag 
eine Reduktion um ein bis zwei log10-Stufen vor.  
Einen wesentlichen Einfluss auf das Wachstums- und Reduktionsverhalten von E. coli O157:H7 
hatten auch das Fermentationsverfahren sowie die Lagerbedingungen. Beispielsweise erwies sich 
für Joghurt die Kombination von zwei Verfahren (3 h bei 43°C; 21 h bei 30°C) als Methode mit 
dem grössten Reduktionseffekt, während die traditionelle Fermentation (5 h bei 43°C) den 
geringsten Effekt zeigte und die Fermentation von Kefir (24 h bei 30°C) diesbezüglich eine 
Mittelstellung einnahm (Gulmez und Guven 2003). Auch beobachteten Bachrouri et al. (2002), dass 
E. coli O157:H7 in Joghurt bei 4°C besser überlebten als bei 22°C. Im Gegensatz dazu überlebten 
gemäss Lee und Chen (2004) E. coli O157:H7 in Joghurt bei 15°C länger als bei 4°C. 
Ogwaro et al. (2002) untersuchten das Wachstums- und Reduktionsverhalten von E. coli O157:H7 
in traditionellem afrikanischem Joghurt in Abhängigkeit von der Fermentations- (37-43°C, pH 4-4.4 
oder 25°C, pH 5.0) und Lagertemperatur (4°C oder 25°C). Mit Ausnahme der Fermentation bei 
43°C erreichten inokulierte E. coli O157:H7 (105 KbE/ml) während des Fermentationsprozesses (24 
h) die stationäre Phase (108-109 KbE/ml). Während der Lagerung bei 4°C für fünf Tage sank die 
Keimzahl um zwei bis drei log10-Stufen, während nach entsprechender Lagerung bei 25°C keine E. 
coli O157:H7 mehr gefunden wurden.  
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Tsegaye und Ashenafi (2005) beobachteten ähnlichen Ergebnisse in äthiopischen Milchprodukten 
(Ergo: Sauermilch; Ayib: Hüttenkäse) und folgerten, dass eine kurzzeitige Lagerung solcher 
Produkte besser bei Umgebungs- statt bei Kühltemperatur erfolgen sollte. In einer aktuellen Studie 
wurde zudem die Persistenz E. coli O157:H7 in einem traditionellen südafrikanischen Milchprodukt 
(Amasi) untersucht (Dlamini und Buys 2009). Dabei wurde gezeigt, dass E. coli O157:H7 
unabhängig von einer allfälligen Säureadaptation in Amasi überleben können.  
Zudem wurde in verschiedenen Studien nachgewiesen, dass STEC den Herstellungs- und 
Reifeprozess von Rohmilchkäse überleben können (Maher et al. 2001, Vernozy-Rozand et al. 
2005a/b, Schlesser et al. 2006, Zweifel et al. 2006, Caro und García-Armesto 2007). Beispielsweise 
überlebten inokulierte E. coli O157:H7 in Ziegenkäse über 42 Tage (Vernozy-Rozand et al. 2005a), 
in Cheddar über 60 Tage (Schlesser et al. 2006) und in geschmiertem Rohmilchkäse sowie in Bio-
Rohmilchkäse über 90 Tage (Maher et al. 2001, Zweifel et al. 2006). In einer spanischen Studie 
wurden in Schafskäse STEC selbst nach 12-monatiger Reifung noch gefunden (Caro und García-
Armesto 2007). Für eine allfällige Reduktion von STEC sind in Rohmilchkäse jedoch nicht die pH-
Werte sondern andere Einflussfaktoren, wie beispielsweise der sinkende aw-Wert während der 
Käsereifung, verantwortlich. Vielmehr könnten die in Rohmilchkäse vorliegenden pH-Werte sogar 
zu einer Säureadaptation beitragen (Maher et al. 2001).  
3.3.2.4 Mayonnaise 
In einer Studie, die mit einer hohen Ausgangskeimzahl arbeitete, überlebten E. coli O157:H7 in 
Mayonnaise (pH 3.6-3.9) bei 5°C für fünf bis sieben Wochen (Zhao und Doyle 1994). Hathcox et 
al. (1995) untersuchten das Verhalten von E. coli O157:H7 in Mayonnaise (pH 3.9 bis 4.0) und 
Kalorien-reduzierter Mayonnaise (pH 4.1) bei verschiedenen Temperaturen. Eine Erhöhung der 
Lagertemperatur von 5 auf 20°C und von 20 auf 30°C hatte eine deutliche Zunahme der 
Reduktionsrate zur Folge hatte, wobei sich E. coli O157:H7 bei 5°C in normaler Mayonnaise als 
resistenter als in Kalorien-reduzierter Mayonnaise erwiesen (Hathcox et al. 1995). 
Zudem wurde das Wachstum respektive Überleben von E. coli O157:H7 in verschiedenen 
Lebensmitteln nach Zugabe von Mayonnaise untersucht (Abdul-Raouf et al. 1993, Arias et al. 
2001). Beispielsweise wurde in Rindfleischsalat mit 40% Mayonnaise (pH 5.4-6.1) nach einer 
Lagerung von 72 h bei 5°C keine Veränderung der Keimzahl von E. coli O157:H7 festgestellt, 
während bei einem geringeren Anteil an Mayonnaise (16-32%) sowie einer höheren 
Lagertemperatur (21 und 30°C) nach 10 bis 24 h Wachstum vorlag (Abdul-Raouf et al. 1993). 
Andererseits sind im Hinblick auf die Persistenz von E. coli O157:H7 in solchen "Mischprodukten" 
die inhomogene Verteilung der Mayonnaise und die resultierenden pH-Unterschiede in den 
Produkten zu beachten (Abdul-Raouf et al. 1993, Arias et al. 2001). 
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3.3.3 Molekulare Grundlagen der Säureresistenz 
Bisher wurden für STEC vier Säureresistenzsysteme beschrieben: (i) ein säureinduziertes oxidatives 
System gesteuert über RpoS (RNA-Polymerase-Sigmafaktor respektive Stationärphasen-
Sigmafaktor), (ii) ein säureinduziertes Arginin-abhängiges System, (iii) ein Glutamat-abhängiges 
System und (iv) ein Lysin-abhängiges System (Lin et al. 1995, Guilfoyle und Hirshfield 1996, 
Hersh et al. 1996, Lin et al. 1996, Castanie-Cornet et al. 1999). Waterman und Small (1996) 
brachten Unterschiede in der phänotypischen Säureresistenz vor allem mit Mutationen im rpoS-Gen 
in Verbindung. Diese Systeme bleiben auch bei Kühltemperaturen über längere Zeit aktiv (Lin et al. 
1996). Ihren stärksten Effekt zeigen die Systeme, insbesondere das oxidative System, bei Bakterien 
in der stationären Wachstumsphase. Zudem gibt es Hinweise darauf, dass bei E. coli O157:H7 in 
Abhängigkeit von der jeweiligen (sauren) Matrix unterschiedliche Säureresistenzsysteme zum 
Tragen kommen (Price et al. 2004). Umstritten ist die Frage, welche Bedeutung genau RpoS (σs) 
für die verschiedenen Säureresistenzsysteme hat (Lin et al. 1996, Large et al. 2005, Bhagwat et al. 
2006). Lin et al. (1996) zeigten dass RpoS essentiell für das oxidative System ist, während ein 
Fehlen des rpoS-Gens in E. coli O157:H7 lediglich eine reduzierte Wirkung des Arginin- und 
Glutamat-abhängigen Systems nach sich zog. Interessanterweise wiesen rpoS-Deletionsmutanten in 
der Studie von Large et al. (2005) bei selektiver Aktivierung des Arginin-abhängigen Systems sogar 
bessere Überlebensraten auf als die Wildtypen. 
3.3.3.1 Oxidatives System und RpoS 
Der genaue Wirkmechanismus des oxidativen Systems ist unbekannt. Das oxidative System ist 
Glucose-unterdrückt, wird in Luria-Bertani (LB)-Nährlösung in Abhängigkeit vom alternativen 
Sigma-Transkriptions-Faktor (RpoS) induziert und scheint vor allem bei Säurestress über pH 3.0 
wirksam zu sein (Lin et al. 1995, Lin et al. 1996, Castanie-Cornet et al. 1999, Price et al. 2000). 
RpoS spielt eine zentrale Rolle in der Regulation und Expression vieler Proteine der Stationärphase 
und der Stressantwort (Lange und Hengge-Aronis 1991, Small et al. 1994, Hengge-Aronis 2002). 
Die Synthese von RpoS wird durch bisher unbekannte Faktoren reguliert und beim Übergang in die 
stationäre Wachstumsphase erhöht (Loewen und Hengge-Aronis 1994, Loewen et al. 1998). Als 
möglicher Regulationsfaktor werden kleine (87 Nukleotide), nicht codierende dsrA RNA 
Sequenzen diskutiert (Lease et al. 2004). Unter ungünstigen Umweltbedingungen, wie 
Nährstoffmangel, osmotischem Stress oder tiefem pH-Wert, steigen die RpoS-Level signifikant an 
und über 70 an der Stressantwort beteiligte Gene werden transkribiert (Dodd und Aldsworth 2002, 
Nystrom 2004, Weber et al. 2005). Die Wirkung des oxidativen Systems ist ausserdem abhängig 
von cAMP und dem cAMP-Regulator-Protein. Zudem wird dieses System während der 
Adaptationsphase von E. coli durch Glutamat oder Glutamin aktiviert (Castanie-Cornet et al. 1999).  
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3.3.3.2 Glutamat- und Arginin-abhängiges System 
Für das Glutamat- respektive Arginin-abhängige System scheint RpoS nicht zwingend notwendig 
zu sein (Lin et al. 1996). Jedoch scheint zumindest das Glutamat-abhängige System, welches vor 
allem bei einem pH-Wert unter 3.0 einen protektiven Effekt aufweist (Hersh et al. 1996), teilweise 
von RpoS kontrolliert zu werden. Essentielle Komponenten des Glutamat-abhängigen Systems sind 
durch gadA respektive gadB codierte Glutamat-Decarboxylase-Isoformen und ein durch gadC 
codierter Glutamat-γ-Aminobuttersäure-Antiporter (Smith et al. 1992, Yoshida et al. 1993, Hersh et 
al. 1996, Castanie-Cornet et al. 1999, Hovde et al. 1999). Durch das Zusammenwirken von 
Decarboxylase und Antiporter wird verhindert, dass der pH im Intrazellulärraum bei Säurestress zu 
sehr sinkt. Beim Arginin-abhängigen System stellt das Produkt des adiA-Locus, eine Arginin-
Decarboxylase, einen zentralen Faktor dar (Auger et al. 1989, Lin et al. 1995). Ein spezifischer 
Antiporter für das Arginin-abhängige System ist bis anhin nicht bekannt. Zudem scheinen weitere 
Faktoren den Wirkmechanismus der Aminosäuren-abhängigen Systeme zu beeinflussen. 
3.3.3.3 Weitere potentielle Säureresistenzfaktoren/-mechanismen 
Viele Faktoren und Regulationsmechanismen im Zusammenhang mit der Stressantwort sind zurzeit 
noch unbekannt. Eine Auswahl von weiteren, möglicherweise die Säureresistenz beeinflussenden 
Faktoren ist im Folgenden kurz aufgeführt. 
Diskutiert wird beispielsweise der Einfluss der Membranlipid-Zusammensetzung auf die 
Säureresistenz (Brown et al. 1997, Yuk und Marshall 2004, Yuk und Marshall 2005). Brown et al. 
(1997) wiesen dabei nach, dass der Gehalt an Cyclopropan-Fettsäuren in der Zellmembran von E. 
coli unter Säurestress zunahm und positiv mit einer erhöhten Säureresistenz korreliert war. Dass 
Cyclopropan-Fettsäuren einen wesentlichen Einfluss auf die Säureresistenz haben, wurde auch 
durch Chang und Cronan (1999) bestätigt. Ebenfalls diskutiert werden in diesem Zusammenhang 
Unterschiede in der Zusammensetzung der "Outer Membrane Proteins" (OMPs) (Sainz et al. 2005). 
Large et al. (2005) zeigten, dass ein hoher Gehalt an Mg2+ das Überleben von E. coli O157:H7 in 
saurem Milieu erhöht. Dieser Effekt war dabei beim Glutamat-abhängigen System am deutlichsten 
ausgeprägt. Mg2+ scheint die Zellmembranen durch Interaktion mit Lipopolysacchariden zu 
stabilisieren (Vaara 1992). Allerdings sind viele Aspekte noch nicht abschliessend geklärt. 
Lee und Chen (2004) beobachteten, das die Produktion des Kapsel-Polysaccharids "Colanic Acid" 
(CA) in E. coli O157:H7 zu einem längerem Überleben unter Säurestress führte. Zu vergleichbaren 
Ergebnissen gelangten anhand der Untersuchung von Deletionsmutanten auch Mao et al. (2006).  
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4 Material und Methoden 
4.1 Bakterienstämme 
Für die im Folgenden aufgeführten Wachstums- und Reduktionsversuche wurden fünf E. coli-
Stämme aus dem Institut für Lebensmittelsicherheit und -hygiene (ILS) und dem Institut für 
Veterinärbakteriologie (IVB) der Vetsuisse-Fakultät Universität Zürich verwendet.  
Die Serotypen, und Charakteristika der verwendeten Stämme sind in den Tabellen 3 und 4 
aufgeführt. Dabei handelte es sich um drei Shigatoxin-bildende E. coli-Stämme der Serotypen 
O157:H7, O159:H- und O26:H11, einen nicht-Shigatoxin-bildenden E. coli O157:H45-Stamm 
sowie einen E. coli K12-Kontrollstamm. 
 
Tabelle 3: E. coli-Stämme 
 
Stamm Stamm-Nr. Quelle 
E. coli O157:H7 68 (ILS intern) ILS  
E. coli O157:H45 1070/3 (ILS intern) ILS  
E. coli O159: H- 250/1 (ILS intern) ILS  
E. coli O26:H11 3768/1 (ILS intern) ILS 
E. coli K12  IVB 
 
Tabelle 4: Charakterisierung der verwendeten E. coli-Stämme 
 
Stamm Herkunft (Tierart) Charakterisierung (positiv für) 
STEC O157:H7 Rind stx1, stx2c, eae, ehxA, PT14 
EPEC O157:H45 Rind eae, bfpA, EAF 
STEC O159:H-  Schwein stx1, stx2e, astA, terF 
STEC O26:H11 Schaf stx1, eae, ehxA 
 
4.2 Säuren und pH-Wert 
Für die Durchführung der Wachstums- und Reduktionsversuche wurden Salz-, Essig- und 
Milchsäure verwendet. Zur Einstellung der pH-Werte wurde Brain Heart Infusion (BHI)-Bouillon 
mit diesen drei Säuren versetzt. Die pH-Werte wurden jeweils zu Beginn der Versuchsserien in 
frisch angesetztem BHI-Bouillon, das heisst vor der Inokulation, gemessen. 
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4.3 Materialübersicht 
Das für die Wachstums- und Reduktionsversuche verwendete Material ist in Tabelle 5 aufgeführt. 
 
Tabelle 5: Material 
 
Blutplatten Columbia Blood Agar, Difco Laboratories, Detroit, USA;   
Schafblut defibriniert steril, Oxoid Ltd., Hampshire, UK 
PC-Agar Plate Count Agar, Oxoid CM 325 
BHI-Bouillon Brain Heart Infusion, Oxoid CM 225 
NaCl-Pepton steril 8,5 g/l NaCl, Merck 6400 reinst, Fluka 71380 p.A.;                         
1,0 g/l Pepton, tryptisch verdaut, Merck 7213; demineral. Wasser 
Pipetten 357504, 10 in 1/10 ml, Wide Tip (FALCON®);                        
357506, 1 in 1/100 with Plug (FALCON®) 
Einweg-Plastikösen 731170, Greiner Bio-One GmbH 
 
4.4 Wachstumsversuche 
Zur Durchführung der Wachstumsversuche wurden die E. coli-Stämme jeweils in 50 ml BHI-
Bouillon mit durch Säurezusatz (Salz-, Essig-, Milchsäure) eingestellten pH-Werten inokuliert. 
Hierfür wurde jeweils eine Kolonie ab Blutagar mit einer Plastiköse in einen Erlenmeyer-Kolben 
mit vorbereiteter BHI-Bouillon verbracht und anschliessend durch Schwenken gemischt.  
Als schwierig erwies sich das genaue Einstellen der Grösse der Startpopulation. Mit dem 
beschriebenen Verfahren ergab sich über alle Versuche eine Streuung von bis zu 102 KbE/ml. 
Anfängliche Versuche mit Messung der Extinktion bei 680 nm erwiesen sich jedoch als zu 
ungenau. In der Regel ergab sich bei der verwendeten Methode eine Anfangskeimzahl von 104 bis 
105 KbE/ml. 
Direkt nach dem Beimpfen der BHI-Bouillon mit dem jeweiligen E. coli-Stamm wurde, wie in 
Abschnitt 4.6 aufgeführt, die erste Keimzählung durchgeführt (t0). Anschliessend wurden in 
regelmässigen Zeitabständen Keimzählungen durchgeführt. Auf jeden Fall erfolgten 
Keimzählungen bei t0 + 4, 8 und 24 h, wobei während den ersten 8 h grundsätzlich stündlich 
Keimzählungen durchgeführt wurden. 
Als Wachstum wurde die Zunahme der Keimzahlen bis zum Erreichen der stationären Phase (108 
bis 109 KbE/ml) bezeichnet. Ein wichtiger Aspekt war es dabei, den minimalen pH-Wert zu 
ermitteln, bei welchen die E. coli-Stämme in BHI-Bouillon mit dem Zusatz von Salz-, Essig- und 
Milchsäure über 24 h ein Wachstum bis in die stationäre Phase zeigten. 
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4.5 Reduktionsversuche 
4.5.1 E. coli-Stämme in der stationären Wachstumsphase 
Um die stationäre Wachstumsphase zu erreichen, wurden 10 ml BHI-Bouillon (pH 7.0) mit einer 
Kolonie jedes E. coli-Stamms beimpft und über Nacht im Schüttler bei 37°C und 120 bis 220 U/min 
inkubiert. Anschliessend wurde der pH-Wert der jeweiligen Proben mittels Zugabe von BHI-
Bouillon mit Säurezusatz (Salz-, Essig-, Milchsäure) gesenkt. Ein wichtiger Aspekt war es dabei, 
den pH jeweils soweit zu senken, dass über 24 h knapp keine Reduktion der Keimzahl stattfand. 
Direkt nach der pH-Senkung wurde, wie in Abschnitt 4.6 aufgeführt, die erste Keimzählung 
durchgeführt (t0). Zum Zeitpunkt t0 des Versuchs lag die Keimzahl zwischen 108 und 109 KbE/ml. 
Anschliessend wurde in regelmässigen Zeitabständen Keimzählungen durchgeführt. Auf jeden Fall 
erfolgten Keimzählungen bei t0 + 4, 8 und 24 h, wobei während den ersten 8 h grundsätzlich 
stündlich Keimzählungen durchgeführt wurden. 
 
4.5.2 E. coli-Stämme in der logarithmischen Wachstumsphase 
Um die logarithmische Wachstumsphase zu erreichen, wurden 10 ml BHI-Bouillon (pH 7.0) mit 
einer Kolonie jedes E. coli-Stamms beimpft und für 4 h im Schüttler bei 37°C und 120 bis 220 
U/min inkubiert. Anschliessend wurde der pH-Wert der jeweiligen Proben mittels Zugabe von BHI-
Bouillon mit Säurezusatz (Salz-, Essig-, Milchsäure) gesenkt.  
Direkt nach der pH-Senkung wurde, wie in Abschnitt 4.6 aufgeführt, die erste Keimzählung 
durchgeführt (t0). Zum Zeitpunkt t0 des Versuchs lag die Keimzahl gemäss Messung im 
Refraktometer bei circa 107 KbE/ml. Anschliessend wurde in regelmässigen Zeitabständen 
Keimzählungen durchgeführt. Auf jeden Fall erfolgten Keimzählungen bei t0 + 2, 4, 8 und 24 h, 
wobei während den ersten 8 h grundsätzlich stündlich Keimzählungen durchgeführt wurden. 
 
4.5.3 E. coli-Stämme in der stationären Wachstumsphase nach Adaptation an Säurestress 
Diese Versuche wurden mit E. coli O157:H7, O159:H- und E. coli K12 als Referenzstamm 
durchgeführt. Als Adaptation wurde das vorangehende Verbringen von Teststämmen der 
Stationärphase in BHI-Bouillon mit pH 5 für 2 h bei 37°C bezeichnet. Diese Säureadaptation wurde 
jeweils mit derjenigen Säure durchgeführt, die anschliessend auch für den Reduktionsversuch 
verwendet wurde. Zur Veranschaulichung ist das detaillierte Vorgehen in Abbildung 1 aufgeführt. 
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Um die stationäre Wachstumsphase zu erreichen, wurden 10 ml BHI-Bouillon (pH 7.0) mit einer 
Kolonie jedes E. coli-Stamms beimpft und über Nacht im Schüttler bei 37°C und 120 bis 220 U/min 
inkubiert. Anschliessend wurde 1 ml für 2 h einem milden Säurestress (pH 5) ausgesetzt. Hierfür 
wurde BHI-Bouillon mit Salz-, Essig- und Milchsäurezusatz verwendet. Anschliessend wurde 1 ml 
der Proben einem Maximalsäurestress ausgesetzt, der um 0.5 pH-Einheiten unter dem in den 
vorherigen Reduktionsversuchen (Abschnitt 4.2.3.1) ermittelten pH-Bereich lag, bei welchem 
knapp keine Reduktion der Teststämme in der stationären Wachstumsphase stattgefunden hatte. Ein 
wichtiger Aspekt war es dabei, den pH jeweils so tief zu wählen, dass zwischen 1 und 2 h ab t0 eine 
komplette Inaktivierung stattfand. Die Einstellung des jeweiligen, exakten pH-Werts im Versuch 
erwies sich dabei als schwierig. Direkt nach der pH-Senkung wurde, wie in Abschnitt 4.6 
aufgeführt, die erste Keimzählung durchgeführt (t0). Anschliessend erfolgten Keimzählungen bei t0 
+ 0.5, 1, 2 und 4 h. 
Um festzustellen, ob tatsächlich eine Adaptation stattgefunden und diese eine verstärkte 
Säuretoleranz bewirkt hatte, wurden zusätzlich zu Vergleichszwecken Proben der stationären 
Wachstumsphase ohne vorgängige Adaptation direkt dem gleichen Maximalsäurestress ausgesetzt. 
 
4.6 Keimzahlbestimmung 
Zur Keimzahlbestimmung wurden dezimale Verdünnungsreihen hergestellt und jeweils 0.1 ml 
mittels Spatel-Verfahren auf das Nährmedium aufgebracht. Sämtliche Keimzählungen fanden im 
Doppelansatz statt. Zur Veranschaulichung ist das detaillierte Vorgehen in Abbildung 2 aufgeführt. 
Mit einer sterilen 1 ml-Pipette wurden 0.1 ml der jeweiligen Verdünnungsstufe in Petrischalen mit 
PC-Agar pipettiert und anschliessend 1.0 ml derselben Verdünnungsstufe in ein weiteres 
Kulturröhrchen mit 9 ml 0.85% NaCl-Pepton-Lösung gegeben. Dieses Vorgehen wurde bis zur 
gewünschten Verdünnungsstufe wiederholt. Nachdem 0.1 ml der entsprechenden Verdünnungsstufe 
in Petrischalen mit PC-Agar pipettiert worden waren, wurde die Flüssigkeit mit einem sterilen 
Spatel kreisförmig verteilt. Anschliessend wurden die Medien bei 37°C für 24 h unter aeroben 
Bedingungen inkubiert. Waren die Kolonien nach der Inkubation zu klein (<0.5 mm) für die 
Koloniezählung (Reduktionsversuche), wurde für weitere 12 h inkubiert. Dieses Vorgehen ergab 
stets gut zählbare Kolonien. 
Nach der Inkubation wurden die Nährmedien-Platten manuell ausgezählt. Berechnet wurde die 
Keimzahl anhand der Verdünnungsstufen, welche zwischen 70 und 700 KbE aufwiesen. Die 
effektive Keimzahl (KbE/ml) ergab sich durch Multiplikation der ausgezählten KbE/Platte mit dem 
jeweiligen Verdünnungsfaktor. 
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5 Ergebnisse & Diskussion 
5.1 Allgemeines 
In der Literatur wurden keine Studien gefunden, welche vergleichend das Wachstums- und 
Reduktionsverhalten von STEC bei verschiedenen pH-Werten (Salzsäure, Essigsäure, Milchsäure) 
ausserhalb eines Lebensmittels untersuchten. In der vorliegend Arbeit wurde daher das Verhalten 
von fünf E. coli-Stämmen, drei Shigatoxin-bildenden Stämmen der Serotypen O157:H7, O159:H- 
und O26:H11, einem nicht-Shigatoxin-bildenden E. coli O157:H45-Stamm sowie einem E. coli 
K12-Kontrollstamm, bei unterschiedlichen pH-Werten untersucht. Zur Einstellung der pH-Werte 
wurde BHI-Bouillon mit Salzsäure, Essigsäure oder Milchsäure versetzt. Salzsäure wurde in 
Anlehnung an die Bedingungen im Magen respektive während der Magenpassage gewählt, während 
die anderen beiden Säuren häufig in der Lebensmittelindustrie eingesetzt werden. 
In den Abbildungen 3 bis 11 sind die detaillierten Ergebnisse der mit E. coli O26:H11, E. coli 
O157:H7, E. coli O157:H45, E. coli O159:H- und E. coli K12 durchgeführten Wachstums- und 
Reduktionsversuche ersichtlich. Die Wachstumskurven in BHI-Bouillon mit Salzsäure- (pH 7.4, 
6.0, 5.5, 5.0, 4.5, 4.0), Essigsäure- (pH 7.4, 6.1, 5.5, 5.0) und Milchsäure-Zusatz (pH 7.4, 5.5, 5.0) 
sind in den Abbildungen 3, 5 und 7 aufgeführt. Die Abbildungen 4, 6 und 8 zeigen die Ergebnisse 
der Reduktionsversuche in BHI-Bouillon mit Salzsäure- (pH 5.1, 4.0, 3.8, 3.7, 3.5, 3.3), Essigsäure- 
(pH 5.0, 4.4, 4.1, 4.0, 3.8) respektive Milchsäure-Zusatz (pH 4.1, 3.8). Der Vergleich des 
Reduktionsverhaltens von adaptierten und nicht adaptierten E. coli O157:H7, E. coli O159:H- und 
E. coli K12 in der stationären Wachstumsphase sind in den Abbildungen 9, 10 und 11 aufgeführt. 
Zudem zeigt die Abbildung 12 die beobachteten Unterschiede in der Koloniegrösse von E. coli 
O157:H7 und E. coli K12 auf PC-Agar (20 h, 37°C) nach den Reduktionsversuchen in BHI-




Als Wachstum wurde die Zunahme der Keimzahlen bis zum Erreichen der stationären 
Wachstumsphase (108 bis 109 KbE/ml) bezeichnet. In Tabelle 6 sind die minimalen pH-Werte 
aufgeführt, bei welchen E. coli O26:H11, E. coli O157:H7, E. coli O157:H45, E. coli O159:H- und 
E. coli K12, in Abhängigkeit vom Säurezusatz über 24 h ein Wachstum bis in die stationäre Phase 
zeigten. Die detaillierten Wachstumskurven der E. coli-Stämme in BHI-Bouillon mit Salzsäure- 
(pH 7.4, 6.0, 5.5, 5.0, 4.5, 4.0), Essigsäure- (pH 7.4, 6.1, 5.5, 5.0) und Milchsäure-Zusatz (pH 7.4, 
5.5, 5.0) sind in den Abbildungen 3, 5 und 7 aufgeführt. 
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Tabelle 6: Minimale pH-Werte, bei welchen über 24 h die stationäre Wachstumsphase erreicht wurde 
 
Minimale pH-Werte für stationäre Phase nach 24 h 
Stamm 
Salzsäure Essigsäure Milchsäure 
E. coli O157:H7 4.5 6.1 5.5 
E. coli O157:H45 4.5 5.5 5.5 
E. coli O159:H- 5.0 6.1 5.5 
E. coli O26:H11 5.0 6.1 5.5 
E. coli K12 5.0 6.1 5.5 
 
Beim Vergleich der E. coli-Stämme zeigten sich in den Wachstumsversuchen betreffend 
minimalem pH-Wert bei E. coli O26:H11, E. coli O159:H- und E. coli K12 keine Unterschiede 
(Tabelle 6; Abbildungen 3, 5, 7). Andererseits wuchsen der Shigatoxin-bildende E. coli O157:H7-
Stamm und der nicht-Shigatoxin-bildende E. coli O157:H45-Stamm auch noch in BHI-Bouillon pH 
4.5 (Salzsäure) (Abbildung 3E). Damit lag der minimale pH-Wert für das Wachstum von E. coli 
O157:H7 und E. coli O157:H45 um 0.5 pH-Stufen tiefer als für die anderen Stämme. Zudem zeigte 
E. coli O157:H45 auch in BHI-Bouillon pH 5.5 (Essigsäure) Wachstum, während dies für die 
anderen Stämme nur bis zu einem pH-Wert von 6.1 zutraf (Abbildung 5B/C). 
Beim Vergleich der Säuren (Salzsäure, Essigsäure, Milchsäure) hemmte der Zusatz von Essigsäure 
das Wachstum am effektivsten (Tabelle 6; Abbildungen 3, 5, 7). Mit Ausnahme von E. coli 
O157:H45 zeigten alle Stämme in BHI-Bouillon mit Essigsäure-Zusatz bei einem pH-Wert von 
weniger als 6.1 kein Wachstum mehr (Abbildung 5C). Demgegenüber wuchsen E. coli O26:H11, E. 
coli O159:H- und E. coli K12 in BHI-Bouillon mit Salzsäure-Zusatz bis zu einem pH-Wert von 5.0 
und E. coli O157:H7 und O157:H45 gar bis zu einem solchen von 4.5 (Abbildung 3D/E). Beim 
Zusatz von Milchsäure lagen die Ergebnisse zwischen denjenigen von Essig- und Salzsäure und es 
zeigten sich keine Unterschiede zwischen den E. coli-Stämmen (Tabelle 6). So erfolgte in BHI-
Bouillon (Milchsäure) mit einem pH-Wert von 5.5 über 24 h noch knapp ein Wachstum, während 
bei einem pH-Wert von 5.0 bereits eine Reduktion festgestellt wurde (Abbildung 7B/C). 
Im Rahmen der durchgeführten Wachstumsversuche zeigten sich in Abhängigkeit von Stamm und 
Säurezusatz Unterschiede im Wachstumsverhalten. Im Vergleich der fünf E. coli-Stämme erwies 
sich insgesamt der nicht-Shigatoxin-bildende E. coli O157:H45-Stamm als derjenige mit der 
höchsten Säuretoleranz. Ebenfalls eine leicht erhöhte Säuretoleranz, zumindest bei Salzsäure-
Zusatz, zeigte sich beim Shigatoxin-bildenden E. coli O157:H7-Stamm, während bei den übrigen 
Stämmen (E. coli O26:H11, E. coli O159:H-, E. coli K12) keine Unterschiede festgestellt wurden. 
Im Vergleich der drei Säuren hemmte der Zusatz von Essigsäure das Wachstum am effektivsten, 
gefolgt von Milch- und Salzsäure. 
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5.3 Reduktionsversuche 
Es ist bereits für einige Enterobacteriaceae bekannt, dass durch den Einfluss eines tiefen pH-Werts 
eines Milieus eine zusätzliche Säuretoleranz induziert werden kann (Goodson und Rowbury 1989, 
Tsai und Ingham 1997, Jordan et al. 1999, Stopforth et al. 2007). Die Säureresistenz wird dabei 
wesentlich durch die Temperatur und andere in- und extrinsische Faktoren beeinflusst (Small et al. 
1994, Clavero und Beuchat 1996, Cheng und Kaspar 1998, Kreske et al. 2008, Oh et al. 2009). 
Zudem führt eine induzierte Säureresistenz möglicherweise zu einer erhöhten Resistenz gegenüber 
Hitze, Salz oder Bestrahlung (Buchanan et al. 1999, Cheville et al. 1996, Garren et al. 1998, Ryu 
und Beuchat 1998, Chung et al. 2006). Bekannt ist auch das unterschiedliche Reduktionsverhalten 
von Zellen der stationären und der logarithmischen Wachstumsphase unter Säurestress, wobei 
letztere in der Regel deutlich schneller inaktiviert werden (Arnold und Kaspar 1995, Benjamin und 
Datta 1996, Chang und Cronan 1999, Dodd und Aldsworth 2002, Gawande und Bhagwat 2002, de 
Jonge et al. 2003, Koutsoumanis und Sofos 2004). So war in der Studie von de Jonge et al. (2003) 
nach extremem Säurestress (pH 2.5) die anfängliche Keimzahl von adaptierten E. coli O157:H7 der 
stationären Wachstumsphase nach 2 h erhalten, während die Keimzahl von E. coli O157:H7 der 
logarithmischen Wachstumsphase bereits nach 30 min unter der Nachweisgrenze lag. 
Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen wurde die Inaktivierung respektive Persistenz von E. 
coli O26:H11, E. coli O157:H7, E. coli O157:H45, E. coli O159:H- und E. coli K12 der stationären 
und der logarithmischen Wachstumsphase untersucht. Hierfür wurden das Reduktionsverhalten der 
Stämme in BHI-Bouillon mit Salzsäure- (pH 5.1, 4.0, 3.8, 3.7, 3.5, 3.3), Essigsäure- (pH 5.0, 4.4, 
4.1, 4.0, 3.8) und Milchsäure-Zusatz (pH 4.1, 3.8) betrachtet (Abbildungen 4, 6, 8). Zudem wurde 
die Reduktion von adaptierten und nicht adaptierten E. coli O157:H7, E. coli O159:H- und E. coli 
K12 der stationären Wachstumsphase verglichen (Abbildungen 9, 10, 11). 
 
5.3.1 Vergleich des Reduktionsverhaltens der Teststämme in der stationären und 
logarithmischen Wachstumsphase 
Für den Vergleich des Reduktionsverhaltens der Teststämme in der stationären oder 
logarithmischen Wachstumsphase wurde zunächst der pH-Wert bestimmt, bei welchem über 24 h 
knapp keine Reduktion von Stämmen in der Stationärphase (108 bis 109 KbE/ml) erfolgte. 
Ausgehend hiervon wurde anschliessend der Unterschied im Keimzahlverlauf zwischen Stämmen 
der stationären und logarithmischen Wachstumsphase bestimmt (Abbildungen 4, 6, 8). In der Regel 
sank dabei die Keimzahl der E. coli-Stämme in der logarithmischen Wachstumsphase innerhalb von 
8 h unter die Nachweisgrenze (101 KbE/ml). In Tabelle 7 sind diejenigen pH-Werte aufgeführt, bei 
welchen in den Reduktionsversuchen der grösste Unterschied im Keimzahlverlauf zwischen 
Stämmen der stationären und der logarithmischen Wachstumsphase vorlag.  
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Tabelle 7: pH-Werte, bei welchen in den Reduktionsversuchen die grösste Keimzahldifferenz zwischen Stämmen der 
stationären (Stat) und logarithmischen (Log) Wachstumsphase vorlag 
 
pH-Wert mit grösster Keimzahldifferenz zw. Stat- und Log-Phase 
Stamm 
Salzsäure Essigsäure Milchsäure 
E. coli O157:H7 3.3 4.1 3.8 
E. coli O157:H45 3.3 4.1 3.8 
E. coli O159:H- 3.5 4.4 4.1 
E. coli O26:H11 3.5 3.8 3.8 
E. coli K12 3.5 4.1 3.8 
 
 
Beim Vergleich der E. coli-Stämme ergaben sich im Hinblick auf den pH-Wert mit der grössten 
Keimzahldifferenz zwischen stationärer und logarithmischer Wachstumsphase, in Abhängigkeit 
vom jeweiligen Säurezusatz, Unterschiede von 0.2 bis 0.6 pH-Stufen (Tabelle 7). Im Vergleich der 
Säureresistenz der fünf E. coli-Stämme waren die Unterschiede betreffend Reduktionsverhalten 
weniger ausgeprägt als in den Wachstumsversuchen. Während sich der Shigatoxin-bildende E. coli 
O157:H7-Stamm und der nicht-Shigatoxin-bildende E. coli O157:H45-Stamm in BHI-Bouillon mit 
Salzsäure-Zusatz als resistenter (pH 3.3) als die übrigen Stämme (pH 3.5) erwiesen (Abbildung 4), 
traf dies in BHI-Bouillon mit Essigsäure-Zusatz für den Shigatoxin-bildenden E. coli O26:H11-
Stamm zu (pH 3.8) (Abbildung 6). So fand unter diesen Bedingungen die erste deutliche Reduktion 
von E. coli O26:H11 erst nach über 8 h statt (Abbildung 6E), während beispielsweise E. coli 
O157:H7 und E. coli O157:H45 bereits nach 2 h nicht mehr nachzuweisen waren. Grundsätzlich 
zeigten dabei E. coli O26:H11 wenig Unterschiede im Reduktionsverhalten von Keimen der 
stationären und der logarithmischen Phase (Abbildung 6D/E). Andererseits erwies sich der 
Shigatoxin-bildende E. coli O159:H--Stamm in BHI-Bouillon mit Essigsäure- oder Milchsäure-
Zusatz als empfindlicher (pH 4.4 respektive 4.1) als die übrigen Stämme (pH 3.8 bis 4.1 respektive 
3.8) (Abbildungen 6 und 8). 
Interessanterweise war bei Maximalsäurestress (pH 2.5 bis 3.5) eine Reduktion des Durchmessers 
der Kolonien zu beobachten. Am deutlichsten ausgeprägt war dieses Phänomen bei E. coli K12, 
gefolgt von (in abnehmender Reihenfolge) E. coli O159:H-, E. coli O26:H11 und E. coli 
O157:H7/H45. Dieser Unterschied in der Koloniegrösse ist in Abbildung 12 beispielhaft für E. coli 
O157:H7 und E. coli K12 dargestellt. In diesem Fall waren die auf PC-Agar gewachsenen E. coli 
O157:H7-Kolonien nach den Reduktionsversuchen in BHI-Bouillon pH 3.5 (Essigsäure) mehr als 
doppelt so gross wie diejenigen von E. coli K12. 
 
Ergebnisse und Diskussion  21 
Beim Vergleich der Säuren (Salzsäure, Essigsäure, Milchsäure) erwies sich der Zusatz von 
Essigsäure als am effektivsten im Hinblick auf eine Keimzahlreduktion, gefolgt von Milchsäure und 
Salzsäure (Tabelle 7; Abbildungen 4, 6, 8). Interessanterweise erwies sich Essigsäure auch in 
weiteren Studien als der effektivste Zusatz betreffend Wachstumshemmung und Inaktivierung von 
E. coli O157:H7 (Deng et al. 1999, Ryu et al. 1999). Ähnliche Ergebnisse ergab auch die von 
Abdul-Raouf et al. (1993) in einem Lebensmittel (Rindshackfleisch) durchgeführte Studie. Im 
Rahmen unserer Reduktionsversuche war die bakterizide Wirkung der drei Säuren bei Teststämmen 
in der logarithmischen Wachstumsphase ausgeprägter als bei denjenigen in der stationären Phase. 
Insbesondere beim Zusatz von Salzsäure war dieser Unterschied deutlich ausgeprägt (Abbildung 4). 
So zeigte sich bei allen E. coli-Stämmen in der stationären Wachstumsphase bei den in Tabelle 7 
aufgeführten pH-Werten über 8 h kaum eine Reduktion, während diejenigen in der logarithmischen 
Phase nach maximal 6 h nicht mehr nachzuweisen waren. Beim Zusatz von Essigsäure waren die 
Unterschiede weniger deutlich ausgeprägt (Abbildung 6). Mit Ausnahme von E. coli O159:H- 
waren bei den in Tabelle 7 aufgeführten pH-Werten nach 24 h keine Bakterien der stationären 
Wachstumsphase mehr nachzuweisen (Abbildung 6B/C/E). Auffällig war andererseits auch die 
deutliche Differenz zwischen den Reduktionskurven von E. coli O159:H- (Abbildung 6B). 
Im Rahmen der durchgeführten Reduktionsversuche zeigten sich in Abhängigkeit von Stamm und 
Säurezusatz deutliche Unterschiede zwischen Stämmen in der stationären und der logarithmischen 
Wachstumsphase. Beim Vergleich von E. coli O26:H11, E. coli O157:H7, E. coli O157:H45, E. coli 
O159:H- und E. coli K12 konnte bei keinem - Shigatoxin-bildenden oder nicht-Shigatoxin-
bildenden - E. coli-Stamm eine deutlich erhöhte Säureresistenz festgestellt werden. Auffällig war 
jedoch der Unterschied in der Koloniegrösse nach Säurestress in einem pH-Bereich von 2.5 bis 3.5, 
wobei diejenige von E. coli O157:H7/H45 am wenigsten beeinflusst wurde. Im Vergleich der drei 
Säuren erwies sich der Zusatz von Essigsäure als am effektivsten im Hinblick auf eine 
Keimzahlreduktion, gefolgt von Milchsäure und Salzsäure. 
 
5.3.2 Vergleich des Reduktionsverhaltens von säureadaptierten und nicht adaptierten 
Teststämmen in der stationären Wachstumsphase 
Bei diesen Untersuchungen wurden das Reduktionsverhalten von vorgängig säureadaptierten (pH 
5.0, 2 h, 37°C) und nicht adaptierten E. coli O157:H7, E. coli O159:H- und E. coli K12 der 
stationären Wachstumsphase bei Maximalsäurestress (BHI-Bouillon mit Zusatz von: Salzsäure, pH 
2.1; Essigsäure, pH 3.5; Milchsäure, pH 3.1) verglichen. Der pH-Wert wurde dabei jeweils so tief 
gewählt, dass es nach 2 h zu einer kompletten Inaktivierung der Teststämme kam. Beim Vergleich 
der Ergebnisse zeigten sich Unterschiede zwischen den Säuren und teilweise auch den E. coli-
Stämmen. 
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In BHI-Bouillon mit Salzsäure-Zusatz (pH 2.1) liess sich bei E. coli O157:H7, E. coli O159:H- und 
E. coli K12 nach Adaptation eine erhöhte Säureresistenz nachweisen (Abbildung 9). Wenn sich 
dieser Effekt auch bei zwei (E. coli O159:H-, E. coli K12) der drei Stämme nicht im "Endresultat" 
(Zeitpunkt der Inaktivierung) manifestierte, zeigte sich der Einfluss der Adaptation dennoch 
deutlich im Verlauf der Reduktionskurven (Abbildung 9). So lagen die Keimzahlen der nicht 
adaptierten E. coli-Stämme bei den Zwischenmesspunkten (to + 0.5 und 1 h) um 0.5 bis 3.5 log10-
Stufen unter denjenigen der adaptierten Stämme. Bei E. coli O157:H7 überlebten die adaptierten 
Bakterien zudem 1 h länger als die nicht adaptierten (Abbildung 9A), während dies bei E. coli  
O159:H- und E. coli K12 nicht zu beobachten war (Abbildung 9B/C). 
In BHI-Bouillon mit Essigsäure-Zusatz (pH 3.5) liess sich bei E. coli O159:H- und E. coli K12 nach 
Adaptation eine erhöhte Säureresistenz nachweisen (Abbildung 10B/C), während dies bei E. coli 
O157:H7 nicht der Fall war (Abbildung 10A). Bei E. coli O159:H- und E. coli K12 überlebten die 
adaptierten Bakterien zudem 0.5 h länger als die nicht adaptierten (Abbildung 10B/C), während bei 
E. coli O157:H7 bereits nach 0.5 h keine Bakterien mehr nachweisbar waren (Abbildung 10A). 
Interessanterweise zeigten Ryu und Beuchat (1998), dass zwischen säureadaptierten E. coli 
O157:H7 (Buchanan und Edelson 1996), säuregeschockten E. coli O157:H7 und einem E. coli 
O157:H7-Kontrollstamm in TSB pH 3.4 oder 3.9 (Essigsäure) keine deutlichen Unterschiede in der 
Säuretoleranz vorlagen. 
Im Gegensatz dazu liess sich in BHI-Bouillon mit Milchsäure-Zusatz (pH 3.1) bei den drei E. coli-
Stämmen nach Adaptation keine erhöhte Säureresistenz nachweisen (Abbildung 11). Nicht 
adaptierte E. coli O157:H7 und E. coli K12 überlebten sogar länger als die adaptierten Teststämme 
(Abbildung 11A und 11C), während bei E. coli O159:H- kein Unterschied festgestellt werden 
konnte (Abbildung 11B). Anders als bei unseren Ergebnissen waren in der Studie von Ryu und 
Beuchat (1998) säureadaptierte E. coli O157:H7 (Buchanan und Edelson 1996) in TSB pH 3.4 oder 
3.9 (Milchsäure) säureresistenter als säuregeschockte E. coli O157:H7 oder der E. coli O157:H7-
Kontrollstamm. 
Im Rahmen der durchgeführten Reduktionsversuche von adaptierten und nicht adaptierten 
Shigatoxin-bildenden E. coli O157:H7, Shigatoxin-bildenden E. coli O159:H- und E. coli K12 
zeigten sich in Abhängigkeit vom Säurezusatz deutliche Unterschiede. Während die mit Salzsäure 
adaptierten E. coli-Stämme eine erhöhte Säureresistenz aufwiesen, war dies nach Adaptation an 
Milchsäure nicht der Fall. Interessanterweise führte die Adaptation mit Essigsäure zu einer erhöhten 
Säureresistenz bei E. coli O159:H- und E. coli K12, nicht aber bei E. coli O157:H7.  
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5.4 Schlussfolgerungen 
Im Hinblick auf Unterschiede in der Säureresistenz von STEC und anderen E. coli existieren in der 
Literatur divergierende Daten. Untersuchungen von Castanie-Cornet et al. (1999) zeigten 
diesbezüglich keinen Unterschied zwischen kommensalen E. coli und Shigatoxin-bildenden E. coli 
O157. Ebenfalls ist nicht überzeugend geklärt, ob signifikante Unterschiede in der Säureresistenz 
von STEC verschiedener Serotypen bestehen (Molina et al. 2003, Bhagwat et al. 2005, Large et al. 
2005, Oh et al. 2009). Zudem scheint eine beträchtliche Varianz in der Säureresistenz zwischen 
verschiedenen STEC-Stämmen auch des gleichen Serotyps zu bestehen (Benjamin und Datta 1996, 
Chang und Cronan 1999, McKellar und Knight 1999, Duffy et al. 2000, Whiting und Golden 2002, 
Large et al. 2005, Bergholz und Whittam 2007, Oh et al. 2009), was möglicherweise mit dem 
Vorhandensein respektive der Funktionalität der RpoS-Allele zusammenhängt (Chang und Cronan 
1999). 
Die Ergebnisse der in der vorliegenden Arbeit unter Säurestress durchgeführten Stammvergleiche 
lassen sich wie folgt zusammenfassen: (1) Die beiden E. coli-Stämme des Serotyps O157 (STEC 
O157:H7, EPEC O157:H45) erwiesen sich in Bezug auf ihre Wachstumskapazität als am 
säureresistentesten, wobei zwischen diesen Stämmen Unterschiede in Bezug auf die verwendete 
Säure (Salzsäure, Essigsäure) bestanden. (2) Wie zu erwarten, zeigten sich deutliche Säureresistenz-
Unterschiede zwischen Stämmen in der stationären und logarithmischen Wachstumsphase, wobei 
sich diejenigen in der logarithmischen Phase als säureempfindlicher erwiesen. (3) Bei der 
Persistenzfähigkeit der Stämme (stationäre Phase) lagen in Abhängigkeit von der verwendeten 
Säure deutliche Unterschiede vor. So waren die beiden O157-Stämme (STEC O157:H7, EPEC 
O157:H45) am resistentesten bei der Verwendung von Salzsäure, während dies für den O26:H11-
Stamm bei Essigsäure zutraf. Bei Verwendung von Milchsäure zeigten sich erstaunlicherweise 
keine Unterschiede zwischen den untersuchten E. coli-Stämmen. (4) Eine Säure-Präkonditionierung 
der Stämme ergab tendenziell eine verbesserte nachfolgende Säureresistenz (Salzsäure, Essigsäure). 
Dieser Effekt konnte aber für die Säureresistenz in Milchsäure nicht gezeigt werden. (5) Bei der 
"stress response" von enteropathogenen E. coli auf Säurestress scheinen grosse Stammunterschiede 
zu bestehen, die vor allem von der verwendeten Säure und weniger vom Serotyp oder dem Muster 
an Virulenzfaktoren der Stämme abhängen. 
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Abbildung 1. Reduktionsversuche in der stationären Wachstumsphase nach Adaptation an 
Säurestress. Dabei fand jeweils bei t0 (= Beginn Maximalsäurestress) und t0 + 0.5, 1, 
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Abbildung 3. Wachstumsverhalten von fünf E. coli-Stämmen (E. coli O26:H11, E. coli O157:H7, 
E. coli O157:H45, E. coli O159:H-, E. coli K12) in BHI-Bouillon mit Salzsäure-
Zusatz (pH: A, 7.4; B, 6.0; C, 5.5; D, 5.0; E, 4.5; F:4.0). 
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Abbildung 4. Reduktionsverhalten von fünf E. coli-Stämmen (E. coli O26:H11, E. coli O157:H7, 
E. coli O157:H45, E. coli O159:H-, E. coli K12) der stationären (Stat) und 
logarithmischen (Log) Wachstumsphase in BHI-Bouillon mit Salzsäure-Zusatz (pH: 
A, 5.1; B, 4.0; C, 3.8; D, 3.7; E, 3.5; F:3.3). 
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Abbildung 5. Wachstumsverhalten von fünf E. coli-Stämmen (E. coli O26:H11, E. coli O157:H7, 
E. coli O157:H45, E. coli O159:H-, E. coli K12) in BHI-Bouillon mit Essigsäure-
Zusatz (pH: A, 7.4; B, 6.1; C, 5.5; D, 5.0). 
 
 
Abbildungen  29 












0 1 2 3 4 5 6 7 8 24






O157 :H7 Stat O157:H45 Stat O26:H11 Stat O26:H11 Log












0 1 2 3 4 5 6 7 8 24






O26:H11 Stat O26:H11 Log












0 1 2 3 4 5 6 7 8 24






O157:H7 Stat O157 :H7 Log O157:H45 Stat
O157:H45 Log K12 Stat K12 Log












0 1 2 3 4 5 6 7 8 24






O159 :H- Stat O159 :H- Log K12 Stat K12 Log












0 1 2 3 4 5 6 7 8 24






O157:H7 Stat O157 :H7 Log O157:H45 Stat
O157:H45 Log K12 Stat K12 Log
 










































Abbildung 6. Reduktionsverhalten von fünf E. coli-Stämmen (E. coli O26:H11, E. coli O157:H7, 
E. coli O157:H45, E. coli O159:H-, E. coli K12) der stationären (Stat) und 
logarithmischen (Log) Wachstumsphase in BHI-Bouillon mit Essigsäure-Zusatz (pH: 
A, 5.0; B, 4.4; C, 4.1; D, 4.0; E, 3.8).  
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Abbildung 7. Wachstumsverhalten von fünf E. coli-Stämmen (E. coli O26:H11, E. coli O157:H7, 
E. coli O157:H45, E. coli O159:H-, E. coli K12) in BHI-Bouillon mit Milchsäure-
Zusatz (pH: A, 7.4; B, 5.5; C, 5.0). 
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Abbildung 8. Reduktionsverhalten von fünf E. coli-Stämmen (E. coli O26:H11, E. coli O157:H7, 
E. coli O157:H45, E. coli O159:H-, E. coli K12) der stationären (Stat) und 
logarithmischen (Log) Wachstumsphase in BHI-Bouillon mit Milchsäure-Zusatz 
(pH: A, 4.1; B, 3.8). 
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Abbildung 9. Vergleich des Reduktionsverhaltens von adaptierten und nicht adaptierten E. coli 
O157:H7 (A), E. coli O159:H- (B) und E. coli K12 (C) der stationären 
Wachstumsphase bei Maximalsäurestress (BHI-Bouillon pH 2.1, Salzsäure). Zur 
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Abbildung 10. Vergleich des Reduktionsverhalten von adaptierten und nicht adaptierten E. coli 
O157:H7 (A), E. coli O159:H- (B) und E. coli K12 (C) der stationären 
Wachstumsphase bei Maximalsäurestress (BHI-Bouillon pH 3.5, Essigsäure). Zur 
Adaptation wurden die Teststämme vorgängig für 2 h (37°C) in BHI-Bouillon pH 
5.0 (Essigsäure) verbracht. 
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Abbildung 11. Vergleich des Reduktionsverhaltens von adaptierten und nicht adaptierten E. coli 
O157:H7 (A), E. coli O159:H- (B) und E. coli K12 (C) der stationären 
Wachstumsphase bei Maximalsäurestress (BHI-Bouillon pH 3.1, Milchsäure). Zur 
Adaptation wurden die Teststämme vorgängig für 2 h (37°C) in BHI-Bouillon pH 
5.0 (Milchsäure) verbracht. 
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Abbildung 12. Unterschiede in der Koloniegrösse von E. coli O157:H7 (A) und E. coli K12 (B) auf 
PC-Agar (20 h, 37°C) nach den Reduktionsversuchen in BHI-Bouillon pH 3.5 
(Essigsäure). Dabei erwiesen sich die Kolonien von E. coli K12 als deutlich kleiner 
als diejenigen von E. coli O157:H7. 
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